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表明 : 4mM DLO a TRA SE, RE OR ER 12 kM 棉 酚 对 
AARTEEN K RERA TL tF BR TE o 
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Salisbury(1961} 在 研究 公牛 精 沪 性 质 时 就 发 现 洗 灌 过 的 精子 不 能 在 不 含 糖 的 培养 液 中 
长 期 存活 ， 只 有 姜 加 果糖 才能 延长 其 存活 时 间 。 事 实 上 ，、 许 多 哺乳 动物 包括 灵 长 类 的 精子 
主要 依赖 于 精 访 中 的 果糖 、 葡 萄 糖 、 山 梨 醇 等 碳水 化 合 物 的 降解 提供 能 量 ， 维 持 精 子 的 运 
动 。 精 子 运 动 和 果糖 酵 解 呈正 相关 (Bishop，1954)， 家 瘟 附 罕 精 子 运动 性 低 ， 果 糖 酵 解 速 
率 也 低 ; 而 射出 精子 锋 动力 强 ， 果 糖 酵 解 也 很 强 (Voglmayr 等 ，1967)。 Hoskins(1973) 用 
WOE. Ae. cAMP, RQ TRE cAMP， 分 别 与 牛 精 子 共同 师 育 ， 果 糖 醉 解 速 率 增 大 3 至 
5 倍 ， 精 子 运动 增强 ， 如 将 磷酸 化 过 程 和 环 化 核 背 酸 加 以 抑制 ， 酵 解 过 程 亦 将 受到 阻碍 ， 
话 力也 随 之 下 降 。 在 我 杂 以 前 的 研究 中 ( 方 天 祺 等 ，1987)， 肌 中 可 显著 提高 绵羊 精子 活 
力 ， 并 延长 其 存放 时间。 这 入 研究 发 现 肌 路 促进 绵羊 精子 呼吸 强度 增强 、 膜 无 机 磷 转 和 运 加 
强 ， 并 刺 沼 线粒体 氧化 磷酸 化 产生 大 量 ATP。 Qureshi 等 (1962) 也 曾 报告 肌 肽 强烈 刺激 肌 
肉 细 胞 酵 解 作用 。 这 些 研究 表明 肌 肽 是 一 种 与 细胞 能 量 代谢 有 关 的 生物 活性 物质 。 

棉 酚 抗 精子 作用 ， 在 国内 外 已 有 较为 详尽 研究 ， 它 不 仅 对 精子 质 膜 、 线 粒 体 以 及 运动 
系统 造成 损伤 。 而 且 对 精子 代谢 、 酶 活性 变化 等 均 有 影响 。 棉 酚 作 为 精子 氧化 磷酸 化 作用 
解 厚 联 剂 业 已 证 实 L(Abou-Donia 等 ，1974)。 并 对 猪 、 恒 河 次 、 大 鼠 等 多 种 动物 精子 酵 解 
均 有 强烈 的 抑制 效应 (Stephens 等 ，1983; Wichmann 等 ，1983)。 本 文通 过 肌 肽 、 棉 酚 分 
NSARM A. HFR TBR, URSA Re 


1 材料 与 方法 


1.1 精液 的 采集 各 处理 
用 大工 采 精 常规 方法 收集 2 一 3 RAE MRMES, BH 2 一 4 岁 ， 健 壮 ) 精 被 ， 
ELA, #2155 RRMA ST Ut mM KCL 102mM NaCl, 5mM MgSO,: 


* 内 蒙古 自治 区 自然 科学 基金 资助 项 目 
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7H,O, 10mM KH,PO,. 20mM Tris 0.5 mg / ml ###, 500 U/ ml FBX pH7.4) 洗 
2%, 800r/min 离心 Smin， 弃 去 上 清 ， 用 原 精 液 2 倍 体积 精子 培养 液 (40 mM KCI, 
&2mM NaCl, 5mM M8SO4:。7 H2O，10 mM KH,PO,, 20mM Tris, 10mM cx- 酮 成 
ZÆ, 0.8% RH, 0.4%BSA, 0.5mg/m 链 霉 素 ，500 U/ml FBX pH 7.4HHR 1 
tk, 800r/min 离心 5 min， 弃 去 上 清 ， 用 培养 被 稀释 成 10? 精子 / ml BER. 
1.1.1 精子 质量 评定 采用 平板 压 片 法 ，34 世 恒温，400 倍 光 镜 下 观察 精子 活力 ， 按 百 
分 制 评定 精子 质量 。 
1.1.2 精子 存活 率 测定 RAPA ARBRE. PAPRAT 2 张 ， 每 张 
统计 500 个 精子 ， 按 百分比 计算 活 精 子 数 。 
1.2 实验 方法 

取 精 子 悬 浮 液 ， 分 组 ， 分 别 加 入 肌 肽 、 棉 酚 以 及 肌 肽 棉 酚 混合 液 ， 使 反应 总 体积 为 
1.0 ml。 其 中 精子 最 终 浓 度 为 1x100 精子 / ml， 肌 肽 最 终 浓 度 为 4mM / ml; 棉 酚 为 
12AM /mls 混合 处 理 组 为 4mM / ml 肌肤 +12 AM 7 ml Mi. WEZER, EA N 
排 尽 空气 ， 用 封口 塑料 膜 封 口 ， 同 时 置信 37t BARR. 30 min 后 立即 用 0.5 ml 冰冷 的 
15% 三 毛 栈 酸 终 止 反应 ，1500ry min 离心 10 min FARM, LAKRWERARRAA 
酸 。 
1.2.1 果糖 测定 采用 楷 武 城 等 (1982) 的 方法 ， 测 定 各 处 理 组 剩余 果糖 ， 按 精子 存活 率 
折算 果糖 摄取 量 ， 同 时 测定 空白 培养 液 计 算 果 精 回 收 率 。 
1.2.2 乳酸 测定 KRSM, MESA TIRE RS. 
13 试剂 

肌肤 Sigma 公司 产品 ， 用 精子 培养 液 配 制 ， 棉 酚 为 中 国医 学 科学 院 药物 研究 所 所 
供 。 水 溶性 棉 酚 接 柯 一 保 (1981) 革 配制。 其 他 试剂 均 为 分 析 纯 。 
2 ”结果 与 讨论 
2.1 肌 肽 、 穆 酚 对 洗 淋 绵羊 精子 存活 宁 的 影响 

绵羊 精子 经 过 洗 洪 呼吸 及 活力 下 降 ， 这 是 由 于 部 分 精子 在 洗 洪 时 受到 机 械 损伤 ， 另 外 
在 洗 淋 过 程 中 ， 线 粒 体 呼吸 链 中 的 细胞 色素 C 渗 漏 出 细胞 ， 影 响 了 产能 (Mann，1964)。 
用 仇 红 -- 莱 胺 黑 架 色 ， 这 部 分 精子 虽然 失去 运动 ， 但 并 不 死亡 ， 仍 可 进行 代谢 活动 。 肌 
肤 、 棉 酚 及 混合 处 理 精 子 在 恒温 水 浴 中 30 min 后 ， 各 组 存活 率 和 吞 育 初 相 比 无 显著 差 
异 ， 棉 酚 处 理 精 子 存 医 率 略 有 下 降 ， 经 方差 分 析 未 达到 显著 差异 ( 表 1)。 


Rl 肌肤 棉 羡 对 绵羊 洗涤 精子 存活 率 的 影响 


Tab. 1 The effects of carnosine and gossypol on snrvival rate of washed ram spermatozoa 


孵育 时 间 (minm) 0 30 
存 医 率 (%%) H A) 存活 率 (%%) 活力 (%) 
对 由 75.4984 13.18 70 77.94 + 11,96 70 
Lik 4mM 79.954 15 27 70 76.85+ 12.74 75 
H 12 AM 74.62 + 13.63 70 68.07 + 13,91 60 


HE+ 4 mM+12 AM 84.29 + 11.82 BO 80.03 + 18.33 75 
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2.2 肌肤 、 棉 酚 对 绵羊 精子 果糖 摄取 的 影响 

射出 精子 ATP 的 含量 和 精子 的 活力 完全 依赖 果糖 正常 代谢 的 稳定 (Mann。1964)。 精 
子 是 特 化 的 细胞 ， 本 身 含 极 少 胞 质 ， 因 而 质 蜡 上 有 相应 发 达 的 糖 转运 系统 以 及 无 机 碰 酸 趣 
转运 系统 ， 这 些 转运 系统 常常 受 钙 调 蛋白 、Mg”、Ca' 离子 、cAMP 等 物质 的 生物 调节 
( 方 天 禄 等 ，1987)}。 肌 肪 处 理 绵羊 精子 时 ， 无 论 在 有 和 氧 或 无 氧 条 件 下 都 能 刺激 精子 摄取 果 
糖 。 棉 酚 的 作用 ， 使 和 情 子 对 果糖 摄取 量 稍 有 减少 ， 经 方差 分 析 ， 差 异 不 显著 (HD. fH 
酚 可 部 分 抵消 肌 及 的 作用 。 这 是 由 于 棉 酚 易 与 蛋白 质 或 及 类 结合 (Kevin $, 1984), Mik 
是 一 个 二 肽 ， 分 子 上 有 六 离 的 -NHi 和 -COO 基 ， 能 与 棉 酚 分 子 上 的 -OH 基 、-CHO 基 
非 共 价 结合 ， 从 而 削弱 了 肌 肽 的 作用 。 


£2 肌 肽 棉 酌 对 绵羊 精子 果 业 摄取 的 影响 
Tab. 2 The effects of carmosine and gossypol on fructose uptake by ram spermatozoa 


SPEER ime / 10° 精子 ) = ao To 

于 tS w ts % 
Fa 496.67 + 60.27 100 446.67 + 80.82 100 
Wik 4mM 673.30 + 30.55" ` 136 613.30 = 46.18" * 138 
棉 酚 «612 uM 448.67 + 52.20 90 399.33 + 36.50 39 
肌 肚 + 棉 酚 {4 mM+12mM) 586.63 + 25.28" * 118 509.20 + 33.84" 114 


n=6 a4 p<0.001 » p<0.005 154) 


2.3 肌肤 、 棉 酚 对 绵羊 精子 果糖 酵 解 的 影响 

果糖 或 葡萄 糖 作为 能 源 被 氧化 ， 必 然 进 人 糖 代 谢 过 程 中 ， 经 过 一 系列 酶 人 媚 反 应 ， 生 成 
丙酮 酸 。 在 有 氧 条 件 下 ， 丙 酮 酸 在 丙酮 酸 脱 氨 酶 系 的 催化 下 生成 乙酰 辅酶 A HEA Krebs 
循环 ! 无 氧 时 则 被 还 原 成 乳酸 积累 下 来 ， 肌 肽 在 无 氧 时 可 强 列 刺激 酵 解 作用 加 强 ， 产 生 大 
量 的 乳酸 ， 增 量 高 出 对 照 80%. 124M 棉 酚 对 绵羊 精子 果糖 酵 解 无 抑制 作用 ( 表 3)。 
Wichmann 等 (1983) 用 '*C 标记 的 糖 和 丙酮 酸 与 入 精子 共同 肚 育 ， 然 后 测定 '*C 乳酸 和 
CO,， 其 结果 表明 当 棉 酚 达 50uM/ 10° ATRE, FLEA CO, 产生 受到 强烈 的 抑 
H, mi Stephens(1983) 用 8 nm / 10° 精子 棉 酚 流 度 才 抑制 恒 河 猴 精 子 酵 解 的 50%。 可 见 
各 种 动物 精子 酵 解 对 棉 酚 的 感受 程度 有 差别 。 我 们 用 12 pm / 10° 精子 棉 酚 未 能 达到 有 效 
抑制 绵羊 精子 酵 解 的 浓度 。 


表 3 ALARA SRT 
Tab. 3 The effects of carnosine and gossypol on glycolysis of ram spermatozoa 


有 OO， KO, 
AMER it(ug / 10° 精子) Tis =r Tis = 
Ht Ra 52.32 +4 17.21 100 70.89 + 25.97 100 
M 4mM 83.53 + 37.28* 138 127 88 + 36.84" ” 180 
棉 酚 12 uM 5117+ 23.84 100 - ?30.58 土 31.99 99 
肌 用 + 棉 酚 4mM+12 uM 78.25 + 22.67 127 100.69 + 54.20 ` 142 


n=6 * * 下 <0001 * P<0.005 (SR) 


精子 果糖 摄取 和 降解 要 经 过 一 系列 复杂 的 生物 化 学 代谢 过 程 、 涉 及 到 多 种 酶 类 、 激 素 
等 诸多 因素 的 参与 和 调控 。Hoskins(1973) 认 为 最 主要 是 由 己 糖 沿 酶 、 碰 酸 果糖 激酶 以 及 
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再 酮 酸 油 酶 起 调控 作用 。 另 外 3- 磷 酸 甘 油 醛 脱氧 酶 、 磷 酸 甘 油 酸 激酶 也 起 重要 作用 
(Hoskin，1973)， 用 咖啡 因 、 茶 碱 等 化 合 物 处 理 牛 和 精子， 证实 这 些 物 质 是 在 3- 磷 酸 甘 油 
醛 脱 氢 酶 水 平 上 刺激 糖 酵 解 。 肌 肽 促进 绵羊 精子 酵 解 加 强 ， 是 否 在 3- 磷 酸 甘 油 醒 脱毛 酶 
水 平 上 调节 酵 解 作用 。 仍 无 过 多 证 据 。 但 方 天 祺 等 (1987) 的 研究 实验 中 ， 编 羊 精 子 在 内 源 
性 ATP 消耗 尽 时 ， 活 力 下 降 ， 补 加 外 源 性 ATP 能 恢复 运动 和 活力 ， 代 之 肌 肽 能 恢复 活 
力 ， 如 果 再 加 入 适量 cAMP， 则 和 精子 活力 显著 提高 。 这 提示 肌 肢 有 可 能 通过 磷酸 化 和 环 
核 戎 酸 水平 上 刺激 酵 解 作用 。 肌 肽 促进 绵羊 精子 膜 无 机 厂 酸 盐 转 运载 体 转 运 无 机 磷 进 入 胞 
质 ， 并 在 ATP 供 能 情况 下 与 膜 上 专 一 性 蛋白 结合 数 活 腺 戎 酸 ， 环 化 酶 ， 催 化 ATP 生成 
cAMP. H cAMP MEGRI., ARMARE. RATAN BRI ATP 供 
AEBS tH OL FMT EA Be TE A ne 
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THE EFFECTS OF CARNOSINE ON GLYCOLYSIS 
OF RAM SPERMATOZOA 


Tan Zhujun 
inner Mongolia University, Hukhor 010021) 


Han Yali 


{Inner Mongolia Institute of Agriculture and Animal Husbandry) 
Abstract 


Ram spermatozoa obtained energy from glycolysis and a vast amount of lactic acid was 
produced under the non-oxygen condition. In this paper, We studied the effects of 
carnosine and gossypol on the glycolytic pathway of the ram spermatozoa by examing the 
quantity of absorbed fructose and produced lactic acid in the sperm. The results indicated 
that; 

(1) Carnosine (4 mM) significantly increased the glycolysis of ram spermatozoa and stim- 

ulated them to absorb the fructose. 

(2) Gossypol (12 uM) had no inhibitory action on glycolysis of the ram spermatozoa, 

but could partly reduce the effects of carnosine on the glycolysis of them. 

Key words Ram spermatozoa, Carnosine, Gossypol, Fructose absorption, Glycolysis 


